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(57) Abstract: The invention concerns a suspension of biocompatible particles for carrying active principles. Said carrier particles 
are based on a double-block hydrophilic neutral polyaminoacid/ hydrophobic neutral polyaminoacid copolymer. Said hydrophilic 
neutral polyaminoacid/ hydrophobic neutral polyaminoacid particles are capable of combining in colloidal suspension in non-dis- 
solved state, at least an active principle and of releasing same, in particular in vivo, in prolonged and/or delayed delivery. The 
invention also concerns a powdery solid from which are derived the carrier particles and the preparation of said solid and of said sus- 
pension of active principle based on hydrophilic neutral polyaminoacids/ hydrophobic neutral polyaminoacids. Said carrier particles 
form spontaneously and in the absence of surfactants or organic solvents, stable aqueous suspensions. The invention also concerns 
the carrier particles in dry form, the method for preparing them, and pharmaceutical compositions (in dry form or suspension) com- 
prising said carrier particles associated with an active principle. 

(57) Abregl : Uinvention concerne une suspension de particules biocompatibles de vectorisation (PV) de principes actifs (PA). Ces 
PV sont a base d'un copolymere dibloc polyaminoacide neutre hydrophile (polyAANI) / polyaminoacide neutre hydrophobe (poly- 
AANO). Ces particules de polyAANI/polyAANO sont aptes a associer en suspension colloidale a l'6tat non dissous, au moins un 
PA et a liberer celui-ci, notamment in vivo, de maniere prolonged et/ou retardSe. Uinvention vise, egalement, un solide pulverulent 
a partir duquel sont issues les PV ainsi que la preparation de ce solide et de cette suspension de PV a base de polyAANI/poly- 
AANO. Ces nouvelles PV forment spontan6ment et sans Taide de tensioactifs ou de solvants organiques, des suspensions aqueuses 
stables.L' invention concerne egalement les PV sous forme seche, leur precede de preparation, ainsi que des compositions pharma- 
ceutiques (forme seche ou suspension) comprenant ces PV associes a un principe actif. 
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SUSPENSION COLLOIDALE DE PARTICULES SUBMICRONIQUES DE 
VECTORISATION DE PRINCIPES ACTIFS ET LEUR MODE DE PREPARATION 

DOMAINE TECHNIQUE 

5 Le domaine de la prisente invention est celui des Particules de 
Vectorisation (PV) , utiles pour 1' administration de principes 
act if s (PA) . Ces derniers sont, de preference, des medicaments ou 
des nutriments pour 1' administration £ un organisme animal ou 
humain par voie orale ou nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 

10 intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperiton§ale, 
intracerebral, parenterale, etc... Mais il peut s'agir aussi de 
produits cosmetiques ou de produits phytosanitaires, tels que des 
herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc. 
En terme de nature chimique, les PA plus particulierement , mais 

15 non limitativement , concern£s par 1' invention sont, par exemple, 
des prot§ines, des glycoprot£ines, des peptides, des 
polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides, 
des polynucl£ides et des mol§cules organiques. 

La presente invention concerne, plus pricis§ment, des suspensions 
20 colloidales de Particules de Vectorisation, avantageusement de 
type submicronique , a base de polyaminoacides (PAA) . 
La presente invention vise aussi bien des particules nues en tant 
que telles, que les systemes de vecteurs de PA, constitu£s par les 
particules chargees par le (ou les) PA considere (s) . 
25 La presente invention a £galement trait a des solides pulverulents 
comprenant ces PV. 

L' invention concerne, £galement, des precedes de preparation 
desdites suspensions colloidales de particules, avec ou sans PA. 

30 ART ANTERIEUR 

L' encapsulation ou 1' adsorption de PA dans les PV a notamment, 
pour but de modifier leur durie d' action et/ou de les acheminer au 
lieu du traitement et/ou augmenter la biodisponibilitS desdits PA. 
De nombreuses techniques d' encapsulation ont deja €te propos£es. 

35 De telles techniques visent, d'une part, a permettre le transport 
du PA jusqu'a son site d' action therapeutique, tout en le 
prot£geant contre ies agressions de 1' organisme (hydrolyse, 
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digestion enzymatique, etc.) et, d' autre part, a controler la 
liberation du PA sur son site d' action, afin de maintenir la 
quantity disponible pour l'organisme au niveau d£sir€. Les PA 
concern^s par ces avatars de transport et de sejour dans 
5 l'organisme sont, par exemple, des proteines mais peuvent etre, 
egalement, des produits tout autres, des mol§cules organiques 
d'origine synth£tique ou naturelle. La revue de M.J. HUMPHREY 
(Delivery system for peptide Drugs, §dit£e par S. DAVIS et L. 
ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), fait etat de la problematique 
10 concernant 1' amelioration de la biodisponibilite des PA et 
l'int£r§t des systemes de vectorisation et de liberation 
controlee . 

Les PV selon 1' invention sont du type de celles sur lesquelles le 
15 PA est adsorbs. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour former des PV, les 
polymdres sont de plus en plus utilises, du fait de leurs 
propri£t§s intrinsdques . S'agissant du cahier des charges que l'on 
souhaite obtenir pour les PV, il est particulierement exigeant et 
comprend, notamment, les specifications suivantes. 

1 La premiere specification recherchee pour les PV serait 
que le polymere, constituant les PV soit biocompatible, 
eliminable (par excretion) et/ou biodegradable et, 
encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non 
toxiques pour l'organisme. En outre, il conviendrait que 
la biodegradation dans l'organisme soit d'une dur§e 
suffisamment courte. 

2 Les PV auraient avantage £ pouvoir former, sans l'aide 
de solvant organique et/ou de tensioactif, une 
suspension aqueuse stable. 

3 II serait egalement souhaitable que les PV aient une 
taille suffisamment faible pour pouvoir subir, en 
suspension dans un liquide, une filtration st§rilisante 
par un filtre dont le diametre des pores est inf£rieur 
ou egal a 0,2 /zm. 
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4 II est souhaitable que les PV et les systemes PV-PA 
puissent §tre obtenus par un procede non denaturant pour 
le PA. 

5 Les PV devraient, avantageu semen t , permettre de 
5 controler la vitesse de liberation du PA. 

6 Une autre specification importante serait que les 
systemes PV-PA puissent constituer d'excellents 
medicaments injectables. Cette aptitude am61ior£e de 
1' administration par injection -e.g. intraveineuse ou 

10 intramusculaire- « injectabilite » se caracterise par : 

(i) un volume injecte reduit (pour une dose 
th£rapeutique donn^e) 

(ii) une viscosity faible. 

Ces deux propriety sont satisfaites lorsque la dose 
15 therapeutique de PA est associee a une quantite minimale 

de PV. En d'autres termes, les PV doivent avoir un fort 
taux de chargement en PA. 

7 Le cofit propre aux PV dans une preparation injectable 
doit etre reduit et la encore il convient que les PV 

20 aient un fort taux de chargement en PA. En definitive, 

la faible taille et un fort taux de chargement sont des 
specifications majeures recherchees pour les PV. 

8 II est egalement avantageux que le polymdre, const itutif 
des PV, n'induise pas de reponse immunitaire. 

25 

Les propositions techniques anterieures, decrites infra, ont tente 
de satisfaire 1' ensemble de ces specifications. A titre 
d' illustration, on citera les propositions anterieures (a) a (h) : 
(a) Le brevet US-A-5 286 495 concerne un procede d' encapsulation 
30 par vaporisation de proteines en phase aqueuse, a l'aide de 

materiaux ayant des charges opposees, a savoir : 1' alginate 
(charge negativement) et la polylysine (chargee 
positivement) . Ce procede de fabrication permet de produire 
des particules de taille superieure a 35 jiim. 
35 (b) Par ailleurs, les techniques d' emulsion sont couramment 
utilisees pour preparer des microparticules chargees de PA. 
Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06286, WO 91/06287 
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et WO 89/08449 divulguent de telles techniques d' emulsion 
dans lesquelles on a recours a des solvants organiques pour 
solubiliser des polymdres, par exemple de type polylactique . 
Mais il s'est av§r£ que les solvants peuvent etre 
5 denaturants, notamment pour les PA peptidiques ou 

polypeptidiques . 

(c) On connait, Egalement, des PV biocompatibles appelees 
prot£inoides, d£crites des 1970 par X. FOX et K. DOSE dans 
« Molecular Evolution and the origin of Life », Ed. Marcel 

10 DEKKER Inc (1977). Ainsi, la demande de brevet WO 88/01213 

propose un systeme a base d'un melange de polypeptides 
synth£tiques, dont la solubilite depend du pH. Pour obtenir 
les microparticules matricielles selon cette invention, ils 
solubilisent le melange de polypeptides, puis avec un 

15 changement de pH, ils provoquent la precipitation de 

particules proteinoides . Lorsque la precipitation s*effectue 
en presence d'un PA, celui-ci est encapsule dans la 
particule. 

(d) On mentionnera egalement, pour m£moire, le brevet US 
20 4 351 337 qui relive d'un domaine different de celui de la 

vectorisation de PA propre a 1' invention. Ce brevet divulgue 
des implants massiques fix€s et localises a des endroits bien 
precis de l'organisme. Ces implants sont des tubes ou des 
capsules creuses de taille microscopiques (160 /xm et de 

25 longueur igale a 2 000 /xm) , constituis de copolymeres de 

copoly (aminoacides) -e.g. poly(acide glutamique-leucine) ou 
poly (benzylglutamate-leucine) - obtenus par copolymerisation 
de monomeres de N-carboxyanhydrides d 1 aminoacides (NCA) . 
L' inclusion d'un PA s'opere par une technique d' Evaporation 

30 de solvant d'un melange de polymere et de PA. Le brevet US 4 

450 150 appartient a la meme famille que le brevet US 4 351 
337 Etudie ci-dessus et a essentiellement le meme objet. Les 
PAA constitutifs sont des poly(acide glutamique- 
ethylglutamate) . 

35 (e) La demande EP 0 734 720 a pour objet des particules de 
polyaminoacides utiles pour la vectorisation de PA. Ces 
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particules ont une taille comprise entre 10 et 500 nm, de 
pr£f£rence entre 30 et 400 nm. 

Les particules selon EP 0 734 720 se forment spontan£ment par 
mise en contact de PAA avec une solution aqueuse. Les PAA 
5 comprennent des monomeres aminoacides neutres et hydrophobes 

AANO (Leu, lie, Val, Ala, Pro, Phe) et des monomeres 
ionisables et hydrophiles AAI (Glu, Asp) . Ces PAA sont 
prepares par copolym£risation de NCA de precurseurs d' AAI 
(e.g. Glu-OMe) et de NCA d'AAO (e.g. Leu) en solution dans un 

10 melange dioxane/toluene. Le copoly (Glu-OMe) (Leu) obtenu en 

solution est r€cup#r§ par precipitation dans l'eau, 
filtration et stchage. Ce copolymere est alors soumis a une 
hydrolyse acide en 1 ' incorporant dans l'acide 
TriFluoroAcetique (TFA) , dans lequel il se dissout. Un 

15 copolymere (Glu-O-Na) (Leu) est recup^re apres neutralisation, 

dialyse, filtration et lyophilisation. 

Le coPAA est disperse dans une solution aqueuse de NaCl et il 
se forme spontan£ment une suspension de nanoparticules . Des 
lors que l'on met en presence ces PV en suspension aqueuse 

20 avec un PA, celui-ci s'associe spontanement par adsorption 

avec les PV. Ces dernieres present ent un coeur hydrophobe 
form6 par des aminoacides hydrophobes et une "chevelure" 
exterieure hydrophile & base de d 1 aminoacides hydrophiles. 
II est a noter que les particules de vectorisation selon EP 

25 0 734 720 comportent des aminoacides ionisables (Glu) 

porteurs d'une charge eiectrique stabilisatrice negative, qui 
permet de pr£venir la floculation et l'agr£gation des 
particules PV. 

(f) Le FR-A-2 746 035 concerne des microparticules de gel 
30 composite, physico-chimiquement stables, integres et 

susceptibles d'etre utilis£es comme vecteurs de principes 
actifs. Ces microparticules sont constitutes d'huile (I), de 
phase aqueuse (II) et d ! au moins un copolyaminoacide (III) 
lin£aire, non reticule, synthetique et comportant au moins 
35 deux types diff£rents de comonomeres aminoacides AAI 

hydrophiles et AAO hydrophobes. Les AAI peuvent etre : Glu, 
Asp, Or, Arg, Lys, Asn, His et leurs associations. Les 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 



6 

comonomires AAO peuvent etre : Leu, Tyr, Phe, Val, Cys, lie 
et leurs associations .Le FR-A-2 746 035 decrit notamment page 
27 lignes 8 a 18, une suspension colloidale aqueuse de 
polyaminoacides, par exemple polyleucine/coglutamate de 
5 sodium. 

Mais le FR-A-2 746 035 ne divulgue pas 1 ' utilisation des 
copolymeres seuls comme un systime pharmaceutique nanoparticulaire 
de vectorisation de PA. 

Les AAI du FR-A-2 746 035 ne sont pas des aminoacides hydrophiles 
10 neutres choisis dans le groupe comprenant : 

S les acides amines neutres naturels suivants : serine, 

threonine, hydroxyproline, glut amine ; 
S les acides amines neutres, rares ou synthetiques 
suivants : methionine -Soxyde, O-glycosidyl- serine ; 
15 S les derives des acides amines . neutres : 

N-hydroxyethyl-glutamine, N-hydroxypropyl-asparagine . 

Toutes ces propositions techniques anterieures sus decrites : 

o soit satisfont incompl£tement aux specifications du cahier 
des charges indiqu<§ supra, et, en particulier une aptitude a 
la sterilisation par filtration, une haute vitesse de 
degradation, une adaptability aux contraintes de 
1 'administration de medicaments par injection, un faible 
cout et un fort taux de chargement en PA ; 
o soit pourraient itre remplacees par de nouvelles solutions 
techniques susceptibles de procurer de nouveaux avantages 
(reference anterieure EP 0 734 720) . 

BREF EXPOSE DE L 1 INVENTION 
30 Dans cet §tat de fait, un object if essentiel est de pouvoir 
fournir de nouvelles PV qui forment spontanement , et sans 1 1 aide 
de tensioactifs ou de solvants organiques, des suspensions 
aqueuses stables de PV. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de 
35 fournir de nouvelles PV en suspension aqueuse colloidale stable ou 
sous forme pulv£rulente et a base de poly (aminoacides) (PAA) , ces 
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nouvelles PV se devant de satisfaire au mieux aux specifications 1 
£ 8 du cahier des charges susvise. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de perf ectionner 
les particules divulguees dans la demande PCT WO 96/29991. 
5 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir une 
suspension nouvelle de PV dont on maitrise parfaitement les 
caracteristiques, notamment en termes du taux de chargement en PA 
et en termes de controle de cinetique de liberation du PA. 
Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir des 

10 suspensions m§dicamenteuses injectables. Les specifications, 
requises pour de telles suspensions, sont un faible volume 
d' injection et une faible viscosity. II importe que la masse de 
particules colloidales par dose d' injection soit le plus faible 
possible et ce sans limiter la quantity du principe actif PA 

15 transports par ces particules, afin de ne pas nuire a l'efficacite 
therapeutique . 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir une 
suspension colloidale aqueuse ou un solide pulverulent comprenant 
des particules de vectorisation de principes actifs satisfaisant 
20 aux specifications visees ci-dessus et qui constitue une forme 
galenique appropriSe et convenable pour une administration, par 
exemple orale, a l'homme ou 1' animal. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir une 
suspension colloidale comprenant des particules de vectorisation 
25 de principes actifs filtrable sur des filtres de 0,2 /xm a des fins 
de sterilisation. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de proposer un 
procede de preparation de particules (seches ou en suspension dans 
un liquide) de PAA utiles, notamment, comme vecteurs de principes 
30 actifs, ledit procede se devant d'etre, plus simple a mettre en 
ffiuvre, non denaturant pour les principes actifs et devant en outre 
tou jours permettre une maitrise fine de la granulometrie moyenne 
des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est 1 ' utilisation des 
35 susdites particules en suspension aqueuse ou sous forme solide 
pour la preparation : 
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• de medicaments (e.g. vaccins) , en particulier pour 
administration notamment orale, nasale, vaginale, oculaire, 
sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, 
intradermique , intraperitoneal, intrac§rebrale ou 

5 parenterals, les principes act if s de ces medicaments 

pouvant etre, notamment, des proteines, des glycoproteins, 
des peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, 
des oligonucleotides et des polynucleotides ; 

• et/ou de nutriments ; 

10 • et/ou de produits cosmetiques ou phytosanitaires ; 

• et/ou de molecules organiques medicamenteuses . 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de 
fournir des suspensions de PV submicroniques & base de PAA et 
15 susceptibles de servir de vecteur d'un PA, en particulier 
medicament eux pour 1 ' administration dudit PA a un organisme humain 
ou animal, ou bien encore d'un PA nutritionnel, . phytosanitaire ou 
cosmetique. 

Un autre objectif de la presente invention est de fournir un 
20 medicament, du type systeme & liberation prolongee de principes 
actifs, qui soit aise et economique £ produire et qui soit, en 
outre, biocompatible et apte k assurer un tres haut niveau de 
biodisponibilite du PA. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir un . 
25 systeme de vectorisation de vaccin, qui soit non- immunogene 
intrinse*quement et en combinaison avec un ou plusieurs antigenes. 

Les objectifs relatifs aux produits (parmi d'autres) sont atteints 
par la presente invention qui concerne, tout d'abord, une 

30 suspension colloidale stable de particules structures 
submicroniques susceptibles d'etre utilisees, notamment pour la 
vectorisation de principe(s) act if (s) PA, ces particules etant des 
arrangements supramoieculaires individualises (discrets) : 
o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, £ 

35 enchalnements peptidiques et comprenant au moins deux types 

differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI et 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 



9 

hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
identiques ou differents entre eux ; 
o aptes £ associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, 
au moins un PA et a lib^rer celui-ci, notamment in vivo, de 
manidre prolong£e et/ou retard^e ; 
o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 

l'absence de tensioactif (s) ; 
caracteris^e en ce que 

S en ce que les aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
sont des aminoacides neutres hydrophiles AANI £ 
1 * exclusion de 1 ' Asparagine ; 
S en ce que les aminoacides recurrents hydrophobes AAO 

sont des aminoacides neutres hydrophobes AANI ; 
S et en ce que les acides amines ricurrents de chaque 
type AANI et AANO 6tant identiques ou differents entre 
eux. 

EXPOSE DETAILLE DE L 1 INVENTION 

L'un des fondements inventifs de ces nouvelles particules de 
20 vectorisation PV, en suspension aqueuse colloidale stable ou a 
l'etat de solide pulverulent, tient a la selection originale d'un 
groupe de polymeres et d'un m£thodologie originale permettant 
d'obtenir des particules de taille submicronique, qui forment une 
suspension colloidale aqueuse stable en l 1 absence de tensioactif s 
25 ou de solvants. 

Un autre fondement inventif de ces nouvelles particules de 
vectorisation PV, en suspension aqueuse colloidale stable ou a 
l'etat de solide pulverulent, tient & la selection originale de 
deux aminoacides neutres a titre de monomdres recurrents 
30 hydrophiles AANI et hydrophobes AANO. 

Or, contrairement & ce que 1'homme du metier aurait pu craindre, 
le fait de ne pas avoir d' aminoacides hydrophiles ionisables AAII 
et done pas de charges negatives, comme dans les particules selon 
le WO 96/2 9991, n'a pas nuit a la stabilite. En effet, contre 
35 toute attente, la suspension colloidale selon la presente 
invention ne flocule pas. Les particules & base de poly (AANI /AANO) 
ne s 'auto-agregent pas. 
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En outre, il n'etait absolument pas evident a priori que ces 
particules de poly (AANI/AANO) puissent s'associer spontanement 
avec des principes actifs PA et relarguer ces PA sur les sites 
d' action therapeutique . 

5 

La structure des polymdres PAA et la nature des acides amines 
neutres, sont choisies de telle fagon que : 

• les chaines de polymeres se structurent spontanement sous 
forme de particules (PV) de petite taille ; 

10 • les particules forment une suspension colloidale stable 

dans l'eau et en milieu physiologique ; 

• les PV s'associent avec des proteines ou autres PA en 
milieu aqueux, par un mecanisme spontane et non 
d£naturant pour la prot£ine ; 

15 • les PV lib£rent les PA en milieu physiologique et, plus 

pr§cis£ment, in vivo ; la cin£tique de liberation est 
fonction de la nature du polymere PAA precurseur des PV. 

Ainsi, en jouant sur la structure particulidre du PAA, on peut 
20 controler les phenomenes d' association et de liberation du PA sur 
le plan cinetique et quantitatif . 

II est du m£rite de la demanderesse d' avoir choisi, a titre de 
materiau constitutif des PV, une composition particuliere de 
polyaminoacides neutres qui sont amphiphiles et qui, done, 
25 possMent des proprietes des PV en PAA, a savoir : 

• possibility de former spontanement des suspensions 
colloidales de PV compatibles avec le pH des milieux 
physiologiques rencontres dans les applications 
th^rapeutiques visees ; 

30 • association spontan£e des PA avec des PV en 1' absence 

d' autre agent que l'eau qui leur sert de solvant et qui, 
dans le cas des proteines, n'est pas d£naturant ; 

• possibility de lib^rer le PA du complexe d' association 
PA-PV, dans des conditions physiologiques, avec des 

35 profils pharmacocinetique et pharmacodynamique, qui 

laissent pr£sager des utilisations int£ressantes dans le 
domaine therapeutique (vectorisation PA) ; 
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• filtrabilite avec seuil de coupure inferieur ou egal a 
0,2 /zm & des fins de sterilisation ; 

• biodegradabilite ameiioree ; 

• aptitude a 1' injection optimis£e. 

5 

Ces PAA peuvent etre du type ordonne, sequent iel alterne (blocs) 
ou du type desordonne, sequent iel aleatoire (statistiques) . 

Ainsi, selon une premiere forme de realisation des PV selon 
10 1' invention, les PAA constitutifs sont du type « bloc » et sont 
caracterises par un rapport molaire AANO/ (AANI+AANO) tel que : 

• AANO/ (AANI+AANO)^ 6%, 

• 10% < AANO/ (AANO + AANI) <70%, 

• de preference, 20% AANO/ (AANI + AANO) ^60%, 

15 • et plus preferentiellement encore, 35% < AANO/ (AANI + 

AANO) < 50%. 

Avantageusement, la longueur absolue de chaque bloc d'AANO, 
exprime en nombre d'AANO est telle que : 

• AANO > 5, 

20 • de preference, AANO £10, 

• et, plus preferentiellement encore, AANO £ 20. 



Selon une deuxieme forme de realisation des PV selon 1' invention, 
les PAA constitutifs sont du type « statistique x> c'est-a-dire 
prepares par copolym£risation simultan^e de monomeres de AANI et 
AANO, et le rapport molaire AANO/ (AANO + AANI) est tel que : 

• AANO/ (AANO + AANI) > 10 %, 

• et, de preference, AANO/ (AANO + AANI) > 20 %, 

• et, plus preferentiellement encore, 30% < AANO/ (AANI + 
AANO) < 70%. 

Avantageusement, la masse molaire Mw de ces PAA statistiques est 
telle que : 

• Mw > 2 000 g/mol, 

35 • de preference, Mw > 5 500 g/mol, 

• et plus, preferentiellement encore, 5 500 g/mol < Mw < 
200 000 g/mol. 



25 



30 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 



12 

Suivant line caracteristique preferee de 1' invention, les PAA blocs 
ou statistiques constitutifs de particules ont des degres de 
polymerisation DP compris entre 30 et 600, de preference entre 50 
et 200 et, plus pref erentiellement encore, entre 60 et 150. 
5 Avantageusement, les PAA constitutifs des particules PV sont des 
PAA « diblocs 

De preference, l'(les)AANI hydrophile (s) est(sont) choisi(s) dans 
le groupe comprenant : 

S les acides amines neutres naturels, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant: serine, threonine, 
hydroxyproline, glutamine; 
S les acides amines neutres, rares ou synthetiques 
suivant s, de preference ceux choisis dans le groupe 
comprenant : methionine-S-oxyde, O-glycosidyl- serine; 
S les derives des acides amines neutres, de preference 
ceux choisis dans le groupe comprenant : 
N-hydroxyethylglutamine , N-hydroxypropylasparagine , N- 
hydroxyethyl-asparagine , N-hydroxypropyl glut amine . 

Avantageusement, l*(les)AAN0 hydrophobe (s) est (sont) choisi(s) 
dans le groupe comprenant : 

♦ les acides amines neutres naturels, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant : Leu, lie, Val, Ala, 
Pro, Phe ; 

♦ les acides amines neutres, rares ou synthetiques, de 
preference ceux choisis dans le groupe comprenant : 
norleucine, norvaline ; 

♦ les derives des acides amines polaires, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant : glutamate de methyle, 
glutamate d'ethyle, aspartate de benzyle, N-acetyllysine . 

Suivant une caracteristique avantageuse, les particules de 

vectorisation (PV) de la suspension ont une de taille moyenne 

35 comprise entre 0,01 et 0,5 /xm, de preference entre 0,01 et 
0,2 /im. 



10 
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La suspension a £galement pour caract£ristique pref£ree d'etre 
aqueuse et stable. 

La presente invention vise, non seulement des suspensions de 
5 particules nues, telles que d€finies ci-dessus, mais egalement des 
particules comprenant au moins un principe act if PA. De 
preference, la suspension selon 1' invention est aqueuse et stable. 
Ces particules, chargees ou non en PA, sont, avantageusement , sous 
forme dispersee dans un liquide (suspension), de preference 
10 aqueux, mais peuvent egalement etre S l'6tat de solide 
pulverulent, obtenu a partir de la suspension de PV telle que 
difinie ci-dessus. 

D'ou il s'ensuit que 1' invention concerne, outre une suspension 
15 colloidale (de preference aqueuse) de PV, un solide pulverulent 
comprenant des PV et obtenu a partir de la suspension selon 
1' invention. 

Un autre objet essentiel de 1' invention se rapporte a la 
20 preparation : 

x des particules s£lectionnees telles que decrites ci-avant 



* et d f autres particules selectionnees qui sont structurees, 
submicroniques et susceptibles d'etre utilisees, notamment 
pour la vectorisation de principe (s) actif(s) PA, ces 



25 



particules €tant des arrangements supramol£culaires 



individualists (discrets) : 



30 



o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lin£aires, a 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types diff£rents d'aminoacides r£currents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type £tant 
identiques ou differents entre eux ; 



o aptes a associer en suspension colloidale a l'£tat non 
dissous, au moins un PA et a liberer celui-ci, notamment 
in vivo, de manidre prolongee et/ou retarded; 



35 



o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 
l'absence de tensioactif (s) ; 
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dans laquelle : 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 

moins en partie constitues par de 1 ' Asparagine; 
S et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 
5 aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 

differents entre eux; 
ces particules pouvant etre aussi bien sous forme de suspension 
colloidale que sous forme de solide pulverulent obtenu a partir 
d'une suspension colloidale stable de particules. 
10 lie precede de preparation consid£r§ consiste, essentiellement , £ 
synthetiser des PAA precurseur et k les transformer en particules 
structures . 

Plus precisement, il s'agit, tout d'abord, d'un proc§d§ de 
preparation de particules structures submicroniques susceptibles 
15 d'etre utilisees, notamment pour la vectorisation de principe(s) 
actif(s), ces particules etant des arrangements supramoieculaires 
discrets : 

o I base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux types 
20 differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI et 

hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
identiques ou differents entre eux ; 
o aptes a associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, 
au moins un PA et & liberer celui-ci, notamment in vivo, de 
25 maniere prolongee et/ou retardee ; 

o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 
l'absence de tensioactif (s) . 

Ce procede est caracterise en ce que : 

1) on realise une copolymerisation de monom^res formes par des 
anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA) d'au moins deux 
types differents : 

♦ d ! une part, des monom^res NCA de depart comprenant des NCA- 
Glu-OR et/ou des NCA-Asp-OR, et/ou des NCA-AANI , 

♦ et d' autre part, des NCA- AANO, en presence: 
- d'au moins un solvant polaire non aromatique, de 

preference choisi dans le groupe comprenant: la 



30 



35 
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N-MethylPyrrolidone (NMP) , le DiMethylFormamide (DMF) , 
le DiMethylsulfOxyde (DMSO) , le D i Me thylAc§t amide 
(DMAc) , la pyrrolidone ; la NMP £tant plus 
part iculi Bremen t pr£f£rees; 
5 - et eventuellement d'au moins un co-solvant select ionne 

partni les solvants aprotiques (de pr£f6rence le 
dioxanne-1, 4) et/ou les solvants protiques (de 
preference la pyrrolidone) et/ou l'eau et/ou les 
alcools, le methanol itant particulierement prefer^ ; 
10 2) dans le cas ou les monomeres NCA de depart sont des NCA-Glu- 
OR et/ou des NCA-Asp-OR (R= alkyle) , on met en oeuvre une 
aminolyse qui consiste a mettre en presence le copolymere 
obtenu 1 1 £tape 1 avec une phase aqueuse comprenant au moins 
une amine et qui permet la transformation de Glu-OR en Gin et 
15 de Asp -OR en Asn ; 

3) eventuellement on dialyse le milieu riactionnel pour 
purifier la suspension aqueuse de particules structurees ; 

4) eventuellement on concentre cette suspension de l'etape 3; 

5) on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide 
20 pulverulent comprenant les particules. 



La premiere 6tape du proc^de s' inspire des techniques connues de 
polymerisation d' anhydrides de N-carboxy- (-aminoacides (NCA) , 
decrites, par exemple, dans 1' article «Biopolymers , 15, 1869 
25 (1976) » et dans 1'ouvrage de H.R. KRICHELDORF «ct-Aminoacid-N- 
carboxy Anhydride and Related Heterocycles* Springer Verlag 
(1987) . 

La mise en oeuvre de solvants de copolym6risation aprotiques non 
aromatiques polaire, judicieusement choisis, en evitant toute 

30 precipitation et le fait d' avoir recours a une hydrolyse acide en 
presence d'eau et de solvant organique polaire non aromatique, 
permet d'obtenir des particules structurees, discretes et 
submicroniques a forte capacity de chargement de PA, et qui 
forment une suspension colloidale, stable en milieu aqueux. Ces 

35 particules ne sont nullement comparables £ un pr£cipite agglom£r£ 
macroscopique du genre de celui evoque ci-avant S propos de la 
proposition ant€rieure (d) . 
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Suivant une variante, a 1' issue de I'etape 1, on precipite - de 
preference dans l'eau - le copolymere poly(AANO) (AANI) obtenu et 
on recueille ce precipite. Cette variante correspond a un mode 
discontinu de preparation de particules, dans lequel on isole le 
5 copolymere poly(AANO) (AANI) sous forme de precipite formant un 
produit intermediaire stable. Ce precipite peut etre, par exemple, 
filtre, lave et s6che. 

De maniere plus preferee encore, les NCA-pAAI sont des NCA d'acide 
glutamique ou aspartique O-alkyie, par exemple des NCA-Glu-O-Me, 
10 NCA-Glu-O-Et ou NCA-Glu-O-Bz (Me = mithyle - Et = Ethyle - Bz = 
Benzyle) . 

De maniere connue, la copolymerisation se deroule a une 
temperature comprise entre 20 et 120°C, a pression atmospherique 
et en presence d'un initiateur amine, e.g. : NH 3 . 

15 D'autres parametres experimentaux, comme la concentration en NCA 
et/ou polymere dans le solvant polaire non aromatique (de 
preference le NMP) , et/ou la concentration ou la nature du 
cosolvant protique, lors de la synthese, seront ajustes selon les 
effets desires et connus de l'homme de l'art. 

20 L'hydrolyse acide (etape 2) est realisee k l'aide d'eau et d'au 
moins un acide mineral, tel l'aide phosphorique ou chlorhydrique - 
ce dernier etant prefere - et/ou un acide organique, tel 1' acide 
TriFluoroAcetique (TFA) , l'acide acetique, l'acide 

dichloroacetique, ou les acides organosulf oniques . 

25 Les proportions eau/acide -exprimees en parties en poids- dans une 
phase aqueuse acide d'hydrolyse sont, avantageusement : 

• de 60/1 & 2/1, 

• de preference 40/1 £ 2/1, 

• et, plus preferentiellement encore, 20/1 k 2/1. 

30 

Les proportions phase aqueuse acide d'hydrolyse/NMP - exprimees en 
parties en poids - sont, avantageusement : 

• de 5/100 ^ 200/100 

• de preference, 10/100 & 100/100 

35 • et, plus preferentiellement encore, de 20/100 a 80/100. 
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D'autres parametres, comme la concentration en polymere, la 
temperature du melange reactionnel, le mode d'ajout de la phase 
aqueuse acide d'hydrolyse, l'emploi de pression reduite, la duree 
de la reaction, etc., sont ajustes selon les effets desires et 
5 bien connus de l'homme de 1'art. 

La neutralisation (etape 3) s'opere, en pratique, par exemple a 
l'aide de soude. 

On elimine ensuite le sel forme a 1' issue de la neutralisation, 
ainsi que le solvant, par tout traitement de separation physique 
10 approprie, par exemple par diaf iltration (dialyse) (etape 4), 
filtration, modification pH, chromatographic... 

Cela conduit a une suspension aqueuse de particules structurees 
qui peut etre concentree, par exemple par distillation ou tout 
autre moyen physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. 

15 Pour s6parer, a 1' etape 6, les particules de leur milieu liquide 
de suspension, on elimine, eventuellement , la phase aqueuse, par 
exemple par sechage (e.g. a l'etuve), par lyophilisation ou tout 
autre moyen physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. 
On recupere, a 1' issue de cette etape 6, un solide pulverulent, de 

20 couleur blanche. 

Selon une variante, 1' etape de concentration peut etre rialisie 
par un traitement chimique, tel qu'un abaissement du pH, qui 
transforme en acide la partie hydrophile des monomeres glutamates, 
ce qui les rend insolubles dans l'eau. Ces intermediaires PAA 

25 acides peuvent itre filtres, laves et seches. Lesdits 
intermediaires acides peuvent etre neutralises avec une base 
chimique dans une etape ulterieure afin d'obtenir une suspension 
de particules . 

II est a noter que la mise en oeuvre des etapes 1, 2, 3, 4 et 
30 eventuellement 5 du proc£de ci-dessus correspondant a une 
preparation d'une suspension colloidale de particules 
submicroniques et a fort taux de chargement avec les PA. 
Lors de cette preparation de suspension colloidale, les PAA 
amphiphiles poly (AANO) (AANI) de l'etape 2 sont places dans un 
milieu aqueux dans lequel au moins une partie des AANI est soluble 
et au moins une partie des AANO est insoluble. Les PAA existent 
sous forme de nanoparticules dans ce milieu aqueux. 
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Une alternative pour preparer la suspension de PV selon 
1' invention consiste a mettre en presence le solide pulverulent, 
tel que d£crit ci-dessus et en tant que produit et par son precede 
d'obtention, avec un milieu aqueux, non solvant des AANO. 

5 

Pour effectuer 1 ' association d'un ou plusieurs PA aux particules, 
il est possible de mettre en oeuvre plusieurs methodes conform£ment 
a 1' invention. Des exemples, non limitatifs de ces methodes, sont 
enum^res ci-apres. 

10 Selon une premiere methode, on effectue 1' association de PA aux 
particules par mise en presence d'une phase liquide (aqueuse ou 
non) contenant le PA avec la suspension colloidale de particules 
comprenant ou non de l'Asp a titre d'AANI. 

Selon une deuxieme methode, on effectue 1' association du PA aux 
15 particules par mise en presence d'un PA a l'£tat solide avec la 
suspension colloidale de particules comprenant ou non de l'Asp a 
titre d'AANI. Le PA solide peut etre, par exemple, sous forme de 
lyophilisat, de precipite, de poudre ou autre. 

Selon une troisidme methode, on met en presence le solide 
20 pulverulent (PAA comprenant ou non de l'Asp a titre d'AANI), tel 
que d£crit supra en tant que produit et par ses caracteristiques 
d'obtention, avec une phase liquide (aqueuse ou non) contenant le 
PA. 

Selon une quatrieme methode, on met en presence le solide 
pulverulent, tel que d€crit supra en tant que produit et par ses 
caracteristiques d' ob tent ion (PAA comprenant ou non de l'Asp a 
titre d'AANI), avec le PA sous forme solide. On disperse ensuite 
ce melange de solides, dans une phase liquide, de preference une 
solution aqueuse. 

Dans toutes ces methodes, le PA utilise peut etre sous forme pure 
ou pr£formul€e. 

Compte tenu de la taille nanometrique des particules, la 
suspension peut §tre filtr£e sur des filtres de sterilisation, ce 
qui permet d'obtenir, ais§ment et a moindre cout, des liquides 
m£dicamenteux injectables steriles. Le fait de pouvoir, grace a 
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1' invention, contr61er la taille des particules et atteindre des 
valeurs de Dh entre 25 et 100 nm, est un atout important. 

La pr£sente invention vise, egalement, de nouveaux produits 
5 intermediates du procede decrit ci-dessus, caracterises en ce 
qu'ils sont constitues par des copolym^res PAA(comprenant ou non 
de l'Asp a titre d'AANI) precurseurs de particules. 

APPLICATION INDUSTRIELLE 

Selon un autre de ses aspects, 1' invention concerne une suspension 
et/ou un solide pulverulent (PAA comprenant ou non de l'Asp k titre 
d'AANI) , tels que definis ci-dessus et/ou tels qu'obtenus par le 
precede pr^sente supra, cette suspension et ce solide comprenant 
au moins un principe act if , choisi, de preference, parmi : 

• les vaccins ; 

• les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus 
pref erentiellement retenus sont : les hemoglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les 
antig£nes, les anticorps, 1' erythropoietine, l'insuline, 
les hormones de croissance, les facteurs VIII et IX, les 
interleukines ou leurs melanges, les facteurs stimulants 
de l'hematopoiese ; 

• les polysaccharides, l'h£parine etant plus 
particulidrement seiectionnee ; 

• les acides nucieiques et, pref erablement, les 
oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN ; 

• des molecules non petido-proteiques appartenant & 
diverses classes de chimiotherapie anticancereuses et , en 
particulier, les ant hracyc lines et les taxoides ; 

• et leurs melanges. 

L' invention vise, egalement, une suspension et/ou le solide 
pulverulent (PAA comprenant ou non de l'Asp a titre d'AANI) 
charge (s) en PA nutritionnel, phytosanitaire ou cosmetique. 
35 
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Enfin, 1' invention concerne une specialite pharmaceutique, 
nutritionnelle, phytosanitaire ou cosmetique, caract^risee en ce 
qu'elle comporte une suspension et/ou du solide pulverulent 
charge (s) en PA et tels que definis ci-dessus. 
5 Selon un autre de ses objets, 1' invention vise, egalement, 
1' utilisation de ces PV (en suspension ou sous forme solide :PAA 
comprenant ou non de 1 1 Asp a titre d'AANI) chargies en PA, pour la 
fabrication de medicaments du type systemes a liberation controiee 
de PA. 

10 En particulier, 1' invention se rapporte a 1 1 utilisation d'une 
suspension colloidale stable de particules structures 
submicroniques chargees en principe(s) actif (s) PA, ces particules 
etant des arrangements supramoleculaires individualists 
(discrets) : 

15 o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, & 

enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types difftrents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
identiques ou diffirents entre eux ; 
20 o aptes £ associer en suspension colloidale a l'etat non 

dissous, au moins un PA et £ lib£rer celui-ci, notamment 
in vivo, de maniere prolong£e et/ou retardee; 
o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 
l'absence de tensioactif (s) ; 
25 dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 

moins en partie constitues par de 1 1 Asparagine ; 
S et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 
aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 
30 differents entre eux; 

pour la preparation d'une suspension aqueuse ou d'un solide 
pulverulent, charge en au moins PA et tel que defini dans les 
revendications precedentes. 



35 
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Dans le cas de medicaments, il peut s'agir, par exemple de ceux 
administrates, de preference par voie orale, nasale, vaginale, 
oculaire , sous - cutanee , intraveineuse , int ramusculaire , 
intradermique , intraperitoneal, intracergbrale ou parenterale. 
5 Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, les 
compositions comprenant un PA associe aux PV selon 1' invention et 
applicables par voie transdermique. 

Les produits phytosanitaires concernes peuvent etre, par exemple, 
des herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, 
10 etc.. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre 
1 ' invention dans ses diff erents aspects 

produit/proced§/application. Ces exemples illustrent la 
preparation de particules de polyaminoacides charges ou non en 
15 principes actifs, de mime qu'ils presentent les caracteristiques 
de structure et les proprietes de ces particules. 



20 EXEMPLES 

Exemple 1 - Preparation du polymere - poly (leucine) -bloc - 

(glutamate de methyle) 

25 Les techniques utilisees, pour la polymerisation des NCA en 
polymires de structures en blocs ou statistiques sont connues de 
l'homme de l'art et sont detainees dans l f ouvrage de H. R. 
KRICHELDORF "a-Aminoacides-N-Carboxy Anhydrides and Related 
Heterocycles" , Springer Verlag (1987). La synthase suivante 

30 precise la synthese de l'un d'entre eux. 

Synthese de la poly (Leu) 40 ~poly(GluOMe) 80 : 10 g de NCA-GluOMe sont 
solubilises dans un melange de 150 ml de NMP 3. 60°C. 5 ml d'une 
solution de 0,91 g de benzylamine dans 50 ml de NMP sont ajoutes 
au monom^re en une fois. Apres 1 h, on ajoute 14,1 g de NCA -Leu 
solubilise prealablement dans 20 ml de NMP. La polymerisation 
continue encore durant 3-4 h. 
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Un pr§levement du milieu reactionnel permet de connaitre les 
caractirisations suivantes : Rendement 90 %. Composition par RMN 
1H: (TFA-d) 66 % molaire GluOMe. Viscosite r£duite (0,5% de TFA a 
25°C) 0,4 dl/g. Masse Molaire par GPC : 20 000 g/mol. 

5 

Exemple 2 - Aminolyse du poly (leucine) -bloc- (glutamate de 

methyle) avec 1 'hydroxye thy 1 amine 

A la solution de polymere dans la NMP prepar§ selon 1 ' exemple 1, 
10 sont ajoute 10 g d ' hydroxyethylamine en une fois. Le milieu est 
port£ et maintenu a 80°C pendant 2 jours. On ajoute ensuite 150 ml 
d'eau a la solution du polymSre. Elle est ensuite purifiee par une 
itape de dialyse qui assure 1' elimination de l'exces d 1 amine et la 
NMP. Les particules sont enfin isolies par lyophilisation. 
Rendement quantitatif. RMN 1H (TFA-d) : 8% Methoxy residuels 
(3.5ppm); 92% hydroxy^thylglutamine . Composition RMN 1H (TFA-d) : 
34% Leu. Taille des particules (diffusion de la lumiere mode 
QLS) : lOOnm. 

Exemple 3 - Mise en evidence des nanoparticules par Diffusion 

de la Lumiere (DDL) et par Microscopie Electronique a Tremsmission 
(TEM) 

10 mg de particules du polymere 1 sont suspendus dans 10 ml d'eau 
ou une solution aqueuse de sel. Cette solution est ensuite 
introduite dans un granulomere Coulter (ou dif f ractometre laser) . 
Les resultats de 1' analyse de la granulom€trie des diff£rents 
produits testis sont pr£sent£s dans le tableau 1 suivant. 



Tableau 1 - Mesures de la taille des PV 



Exemple 


Polymere 


Taille (nm) 


2 


poly [ (Leu) o . 66 -bloc- (Gln-N- 
Hydroxyethyl) 0,37! x 


100 
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Exemple 4 : Test d' association des nanoparticules avec une 

proteine ( 1 ' insuline) 

A partir d'une solution tampon phosphate isotonique de pH 7,4, on 
5 prepare une solution d' insuline humaine titree a 1,4 mg/ml 
correspondant a 40 Ul/ml. Dans 1 ml de cette solution d* insuline, 
on disperse 10 mg du PV pr#par£ dans 1' exemple 1. Apr§s 15 heures 
d' incubation a temperature ambiante, 1' insuline associee aux PV et 
l f insuline libre sont s£par§es par centrifugation {60 000 g, 

10 lheure) et ultrafiltration (seuil de filtration 300 000 D) . 
L ' insuline libre r£cup<§r£e dans le filtrat est dos£e par CLHP ou 
par ELISA et l'on en deduit par difference la quantity d' insuline 
associee. La quantite d' insuline associee au PV est sup£rieure a 
0,77 mg, ce qui repr£sente plus de 55% du total de 1' insuline 

15 engag£e. 

Le tableau suivant rassemble les resultats des mesures de taux 
d' association effectu^es sur diff brents PV. Le taux d' association 
exprime le pourcentage d' insuline associee par rapport a 
1' insuline engagee dans une preparation titree a 1.4 mg/ml 
20 d' insuline et 10 mg/ml de PV. Cette valeur est transform^ en un 
taux de chargement qui exprime une formulation a 100% de fixation 
de la proteine, en mg d' insuline par 100 mg de PV. 

25 Tableau 2 - Mesures du taux d' association avec 1' insuline 



pour un melange 0.14 mg INSULINE /mg PV 



Exemple 


Polymere 


Taux 
d'associatio 
n 

(%) 


Taux de 
chargement 
mg/lOOmg 
PV 


2 


poly[ (Leu) o.66~ b3jOC ~ (Gln-N- 
Hydroxyethyl) o , 37] x 


99 


13.6 
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Exemple 5 : Pharmacocinetique et pharmacodynamie des PV- 

charges avec l'insuline chez le chien sain a jeun 

La preparation particules+insuline de l 1 exemple 4. a ete injectee 
5 a des chiens, rendus diabetiques par pancreatectomie totale et a 
jeun de la veille au soir. L 1 administration a 11 heures du matin 
par voie sous cutan£e thoracique de la preparation a ete faite a 
la posologie de 0,5 Ul/kg d'insuline par Kg de poids vif de 
1' animal. Le volume administre" est compris entre 0,18 et 0,24 ml. 

10 Au. temps -4, -2, 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 
44 et 48 heures, 1 ml de sang sont prelev£s par ponction jugulaire 
sous vide sur tube heparinate de sodium. 3 0 /il de sang total sont 
utilises extemporanement pour mesure de la glycemie. Le tube est 
ensuite centrifuge, decanti et le plasma stocke* a -20° C pour 

15 dosage de l'insuline. Les resultats pr£sentes dans la figure 1 ci- 
apres montrent un relarguage de l'insuline jusqu'a 12 heures 
(trait plein) et un effet hypoglycemiant important qui se prolonge 
jusqu'a 20 heures (trait discontinu) apr£s 1' injection. 

Tableau 3 - Mesures du temps d' action de l'insuline (effet 

20 hypoglycemiant) en presence de PV selon 1' invention 



Exemple 


Polymere 


Temps de 
retour au 
niveau basal 

(h) i 




INSULINE SOLUBLE (SANS PV) 


1 


2 


POLY[ (Leu) q m g g -bloc- (Gln-N- 
Hydroxyethyl) o , 37] x 


2 Oh 



Cet exemple d^montre la non denaturation de l'insuline en presence 
de PV selon 1' invention. 

De plus, 1' exemple 2 permet de mettre en evidence 1 'augmentation 
de la duree d' action de l'insuline par rapport a. l'insuline non 
formuiee, et done, 1'utilite des PV en tant que systeme retard 
pour la liberation controlee de l'insuline. Elle montre egalement 
comment il est possible de maitriser la duree d» action par la 
choix judicieuse du groupement hydrophobe. 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 



25 

Exemple 6: Aminolyse du poly (Phenylalanine) -bloc- (glutamate 

de methyle) avec 1 'hydroxy ethyl amine 

A la solution de polymere dans la NMP pr§par€ selon 1 1 exemple 1 en 
5 partant des monomeres NCAGluOMe et NCAPhenylalanine, sont ajout£ 
10 g d' hydroxyethylamine en une fois. Le milieu est portE et 
maintenu a 80°C pendant 2 jours. On ajoute ensuite 150ml d'eau & 
la solution du polymere. Elle est ensuite purifie par une etape de 
dialyse qui assure 1' elimination de l'exces d' amine et la NMP. Les 
10 particules sont enfin isolees par lyophilisation. 

Rendement quantitatif. RMN 1H (TFA-d) : 6% Methoxy r§siduels 
(3.5ppm); 94% hydroxyethylglutamine. Composition RMN 1H (TFA-d) : 
34% Leu. Taille des particules (diffusion de la lumiere mode QLS) : 
100 nm. 

15 

Exemple 7: Aminolyse du poly (leucine -bloc -glutamate de 

benzyle) avec la 3-amino-propylene-l,2-glycol 

20 A la solution de polymere dans la NMP preparee selon l 1 exemple 1, 
en partant des monomdres NCAGluOBzl et NCALeu, sont ajoutes lOg de 
3-amino-propyl£ne-l,2-glycol en une fois. Le milieu est port<§ a 
80°C pendant 2 jours. On ajoute ensuite 150 ml d'eau a la solution 
du polymere. Elle est ensuite purifi§e par une €tape de dialyse 

25 qui assure 1 1 Elimination de l'exces d' amine et du solvant. Les 
particules sont enfin isol£es par lyophilisation. Rendement 
quantitatif. Taille des particules (QLS, selon 1' exemple 3) : 
100 nm. 

30 

Exemple 8: Test d 1 association des nanoparticules avec une 

proteine (1 1 insuline) 

Selon 1' exemple 4, on met en oeuvre les particules isolees de 
35 1' exemple 6 et de 1' insuline humaine pour obtenir un taux de 
chargement exprime en mg d 1 insuline par lOOmg de PV. 
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Exemples 


Polymdre 


Taux 
d' association 


Taux de 
chargement en 
mg/lOOmg PV 


6 


POLY ( PHE o.79 "BLOC- GLN~ N- 
DlHYDROXYPROPYLo . 21 ) x 


99 


8.5 


7 


POLY (LEU 0 .66-BLOC-GLN-N- 
DIHYDROXYPROPYLq . 33 ) x 


99 


137 
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REVEND I CAT I ONS 

1 - Suspension colloidale stable de particules structurees 
submicroniques susceptibles d'etre utilises, notamment pour la 
5 vectorisation de principe(s) actif (s) PA, ces particules etant des 
arrangements supramoleculaires individualises (discrets) : 

o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lin^aires, k 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
10 et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 

identiques ou differents entre eux ; 
o aptes a associer en suspension colloidale a l'£tat non 
dissous, au moins un PA et a lib£rer celui-ci, notamment 
in vivo, de maniere prolongee et/ou retardee; 
15 o et stables en phase aqueuse £ pH compris entre 4 et 13 en 

l'absence de tensioactif (s) ; 
caract£risee : 

S en ce que les aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
sont des aminoacides neutres hydrophiles AANI a 
20 1' exclusion de 1 'Asparagine; 

S en ce que les aminoacides recurrents hydrophobes AAO 

sont des aminoacides neutres hydrophobes AANI ; 
S et en ce que les acides amines recurrents de chaque 
type AANI et AANO §tant identiques ou differents entre 
25 eux. 



2 - Suspension selon la revendication 1, caracterisie en ce que 
les PAA const itut if s des particules sont des PAA "blocs", dans 
30 lesquels: 

o le rapport molaire AANO/ (AANI + AANO) est £ 6% 7 
o et la longueur absolue du bloc AANO est > 5, de 
pr§f£rence > 10, et plus pr§f §rentiellement > 20. 

35 
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3 - Suspension selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
les PAA constitutifs des particules sont des PAA "copolym^res 
statistiques" caracterises en ce que: 

• le rapport molaire AANI/ (AANI + AANO) est > 10%, et 
5 de preference > 20% et plus pref erentiellement 

entre 30 et 70%, 

• la masse molaire Mw > 2000 Da. 



4 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
10 caracterisee en ce que l ! (les)AANI hydrophile (s) est(sont) 

choisi(s) dans le groupe comprenant : 

S les acides amines neutres naturels, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant: serine, threonine, 
hydroxyprol ine , glut amine ; 
15 v' les acides amines neutres, rares ou synthetiques 

suivants, de preference ceux choisis dans le groupe 
comprenant : methionine -S-oxyde, O-glycosidyl- serine; 
S les derives des acides amines neutres, de preference 
ceux choisis dans le groupe comprenant : 
20 N-hydroxyethylglutamine , N-hydroxypropylasparagine , N- 

hydroxyethyl-asparagine , N-hydroxypropylglut amine . 

5 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que l'(les)AANO hydrophobe ( s ) est(sont) 

25 choisi(s) dans le groupe comprenant : 

♦ les acides amines neutres naturels, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant : Leu, lie, Val, Ala, 
Pro , Phe ; 

♦ les acides amines neutres, rares ou synthetiques, de 
30 preference ceux choisis dans le groupe comprenant : 

norleucine, norvaline ; 

♦ les derives des acides amines polaires, de preference ceux 
choisis dans le groupe comprenant : glutamate de methyle, 
glutamate d'ethyle, aspartate de benzyle, N-acetyllysine . 

35 
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6 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caract§risee en ce que les particules de. vectorisation (PV) 
qu'elle contient ont une de taille moyerme comprise entre 0,01 et 
0,5 /mi, de preference entre 0,01 et 0,2 /zm. 

5 

7 - Suspension colloidale aqueuse de particules, selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, caracteris£e en ce qu'elle 
est aqueuse et stable. 

10 8 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 k 7, 
caract§risee en ce que les particules cotnprennent au moins un 
principe actif. 

9 - Solide pulverulent caracteris§ en ce qu'il est obtenu a 
15 partir de la suspension selon l'une quelconque des revendications 

1 a 8. 

10 - Procede de preparation du solide pulverulent selon la 
revendication 9 ou du solide pulverulent obtenu i partir d'une 
suspension colloidale stable de particules structures 
subtnicroniques susceptibles d'§tre utilises, notamment pour la 
vectorisation de principe (s) actif (s) PA, ces particules etant des 
arrangements supramoieculaires individualists (discrets) : 

o & base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types diff brents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
identiques ou differents entre eux ; 
o aptes a associer en suspension colloidale a l'etat non 
dissous, au moins un PA et 3. liberer celui-ci, notamment 
in vivo, de maniere prolongte et/ou retardee ; 
o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 
1'absence de tensioactif (s) ; 
dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 
moins en partie constitues par de 1 1 Asparagine, 



20 



25 



30 



35 
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S et les aminoacides recurrent s hydrophobes AAO sont des 
aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 
differents entre eux, 
5 caract^rise en ce que : 

1) on realise une copolymerisation de monomdres formes par des 
anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA) d'au moins deux 
types differents , 

♦ d'une part, des monomeres NCA de depart comprenant des 
10 NCA-Glu-OR et/ou des NCA -Asp -OR, et/ou des NCA-AANI, 

♦ et d ! autre part, des NCA- AANO , en presence: 

- d'au moins un solvant polaire non aromatique, de 
preference choisi dans le groupe comprenant: la 
N-MethyIPyrrolidone (NMP) , le DiMethylFormamide (DMF) , 

15 le DiM6thylsulfOxyde (DMSO) , le DiMethylAcetamide 

(DMAc) , la pyrrolidone ; la NMP etant plus 
particulidrement pref£r§es ; 

- et eventuellement d'au moins un co-solvant seiectionne 
parmi les solvants aprotiques (de preference le 

20 dioxanne-1, 4) et/ou les solvants protiques (de 

preference la pyrrolidone) et/ou I'eau et/ou les 
alcools, le methanol etant particulierement pref6re / 

2) dans le cas oii les monomdres NCA de depart sont des NCA-Glu- 
OR et/ou des NCA-Asp-OR (R = alkyle) , on met en oeuvre une 

25 aminolyse qui consiste & mettre en presence le copolymere 

obtenu l'etape 1 avec une phase aqueuse comprenant • au moins 
une amine et qui permet la transformation de Glu-OR en Gin et 
de Asp -OR en Asn ; 

3) eventuellement on dialyse le milieu reactioimel pour 
30 purifier la suspension aqueuse de particules structures ; 

4) eventuellement on concentre cette suspension de l'etape 3 ; 

5) on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide 
pulverulent comprenant les particules. 



35 
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11 - Procede de preparation de la suspension selon l'une 
quelconque des revendications 1^8, caracterise en ce que l'on 
met en presence d f un milieu aqueux, le solide pulverulent selon 
la revendication 9 et/ou le solide pulverulent obtenu par le 

5 procede selon la revendication 10. 

12 - Procede de preparation de la suspension selon la 
revendication 9, ou d'une suspension colloidale stable de 
particules structures submicroniques charg§es en principe(s) 

0 actif(s) PA, ces particules etant des arrangements 
supramoleculaires individualises (discrets) : 

o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
5 et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 

identiques ou differents entre eux ; 
o aptes a associer en suspension colloidale a l'etat non 
dissous, au moins un PA et a lib§rer celui-ci, notamment 
in vivo, de manidre prolongee et/ou retardee ; 
0 o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 

1' absence de tensioactif (s) ; 
dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 
moins en partie constitu^s par de 1 ' Asparagine, 
5 V et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 

aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 
differents entre eux, 
caracterise en ce que l'on effectue 1 1 association du PA aux 
particules, par mise en presence d f une phase liquide contenant le 
) PA avec la suspension colloidale de particules et/ou le solide 
pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 11. 

13 - Procede de preparation de la suspension selon la 
revendication 9 ou d'une suspension colloidale stable de 

5 particules structures submicroniques chargees en principe(s) 
actif(s) PA, ces particules etant des arrangements 
supramoleculaires individualises (discrets) : 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 



32 

o t base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
5 identiques ou differents entre eux ; 

o aptes a associer en suspension colloidale £ l'6tat non 
dissous, au moins un PA et a lib£rer celui-ci, notamment 
in vivo, de manidre prolongee et/ou retardee ; 
o et stables en phase aqueuse & pH compris entre 4 et 13 en 
10 1' absence de tensioactif (s) ; 

dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 

moins en partie constitu^s par de 1 ' Asparagine, 
S et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 
15 aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 

differents entre eux, 
caracterisS en ce que l'on effectue 1 • association du PA aux 
particules par mise en presence d'un PA £. l ! etat solide avec la 
suspension colloidale de particules. 

20 

14 - Precede de preparation de la suspension selon la 
revendication 9, ou d'une suspension colloidale stable de 
particules structures submicroniques charg£es en principe(s) 
actif(s) PA, ces particules etant des arrangements 
25 supramoieculaires individualists (discrets) : 

o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, h. 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
30 identiques ou differents entre eux ; 

o aptes £ associer en suspension colloidale a l'etat non 
dissous, au moins un PA et i libtrer celui-ci, notamment 
in vivo, de mani£re prolongee et/ou retardee ; 
o et stables en phase aqueuse £ pH compris entre 4 et 13 en 
35 1' absence de tensioactif (s) ; 
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dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 

moins en partie constitu£s par de 1 ' Asparagine, 
S et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 
5 aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 

differents entre eux, 
caracteris€ en ce que I'on met en presence le solide pulverulent 
selon la revendication 9 et/ou le solide pulverulent obtenu par 
le procede selon la revendication 10, avec une phase liquide 
10 contenant le PA. 

15 - Procede de preparation de la suspension selon la 
revendication 9, caracterise en ce que l'on met en presence le 
solide pulverulent selon la revendication 10 et/ou le solide 
15 pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 11, avec 
le PA sous forme solide et en ce que l'on disperse ce melange de 
solides dans une phase liquide, de preference une solution 
aqueuse. 

20 16 - Produits intermediaires du procede selon la revendication 
10, caracterises en ce qu f ils sont constitues par des copolymeres 
PAA precurseurs de particules . 

17 - Suspension selon la revendication 9 et/ou obtenue par le 
25 procede selon I'une quelconque des revendications 12 a 15 et/ou 
solide pulverulent selon la revendication 10 obtenu par le 
procede selon la revendication 11, comprenant un moins . un 
principe act if choisi, de preference, parmi: 
• les vaccins ; 

30 • les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus 

preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les antig£nes, 
les anticorps, 1 ' erythropoietine, l'insuline, les hormones 
de croissance, les facteurs VIII et IX, les interleukines 

35 ou leurs melanges, les facteurs stimulants de 

1 1 hematopoiese ; 
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• les polysaccharides, I'heparine etant plus particulierement 
selectionnee ; 

• les acides nucieiques et, pref erablement , les 
oligonucleotides d 1 ARN et/ou d'ADN ; 

5 • des molecules non peptido-proteiques appartenant a diverses 

classes de chimiotherapie anti-canc§reuses et, en 
particulier, les anthracyclines et les taxoides, et leurs 
m£langes . 

0 18 - Suspension selon la revendication 7 et/ou suspension 
obtenue par le procede selon l'une quelconque des revendications 
12 a 15, et/ou solide pulverulent selon la revendication 10 ou 
obtenu par le procede selon la revendication 11, comprenant au 
moins un principe actif nutritionnel, phytosanitaire ou 

5 cosmetigue. 

19 - Specialite pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire 
ou cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension 
et/ou du solide pulverulent selon la revendication 17 ou 18. 



20 - Utilisation d'une suspension colloidale stable de particules 
structurees submicroniques chargees en principe (s) actif (s) PA, 
ces particules etant des arrangements supramoieculaires 
individualises (discrets) : 

o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, 
enchainements peptidiques et comprenant au moins deux 
types differents d' aminoacides recurrents hydrophiles AAI 
et hydrophobes AAO, les aminoacides de chaque type etant 
identiques ou differents entre eux ; 
o aptes a associer en suspension colloidale k l'etat non 
dissous, au moins un PA et a liberer celui-ci, notamment 
in vivo, de maniere prolongee et/ou retardee ; 
o et stables en phase aqueuse a pH compris entre 4 et 13 en 
1'absence de tensioactif (s) ; 
dans laquelle: 

S les aminoacides recurrents hydrophiles AAI sont au 
moins en partie constitues par de 1 ■ Asparagine, 
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S et les aminoacides recurrents hydrophobes AAO sont des 
aminoacides neutres hydrophobes AANO identiques ou 
differents entre eux ; 
pour la preparation d'une suspension aqueuse ou d'un solide 
5 pulverulent, charge en au moins PA et tel que defini dans les 
revendications pr£c§dentes. 



WO 02/28521 



PCT/FR01/03083 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte anal Application No 

PCT/FR 01/03083 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER . 

IPC 7 B01J13/00 A61K9/51 




According to International Patent Ctasstftaallon (IPC) or to both national class 


fffcatlon and IPC 


a FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (dassiffcatfon system followed by dasstfn 

IPC 7 A61K B01J 


sat ion symbols) 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent th 


at such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name ot data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



FR 2 801 226 A (FLAMEL TECH SA) 
25 Hay 2001 (2001-05-25) 
page 7, line 15 -page 9, line 24 
page 10, line 30 -page 11, line 27 
page 12, line 25 -page 13, line 15 
page 15, line 23 -page 16, line 34 
page 18; examples 1,2 
claims 1-18 

FR 2 746 035 A (FLAMEL TECH SA) 
19 September 1997 (1997-09-19) 
page 15, line 1 -page 16, line 7 
page 30 -page 31; example 5 
claims 1-19 



I- 9, 

II- 20 



1-20 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed In annex. 



0 Special categories of dted documents : 

"A a document defining the general state of the an which is not 
considered to be of particular relevance 

*E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority dalm(s) or 
which is cited to establish the publication date ot another 
citation or other special reason (as specified) 

•CT document referring to an oral disdosure, use, exhibition or 
other means 

•P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international fifing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
died to understand the prindple or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document is taken atone 

"Y* document ot particular relevance; the daimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person stilled 
In the art 

'&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



21 November 2001 



Date of maifing of the international search report 



29/11/2001 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NIL- 2280 HVRijswIjk 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Muller, S 



Fofm PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 


Intt onaJ Application No 

PCT/FR 01/03083 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



FR 2801226 A 25-05-2001 FR 2801226 Al 25-05-2001 

AU 7798600 A 04-06-2001 
WO 0137809 Al 31-05-2001 



FR 2746035 


A 


19-09-1997 FR 


2746035 Al 


19-09-1997 






AT 


206912 T 


15-11-2001 






AU 


2166097 A 


10-10-1997 






CA 


2249274 Al 


25-09-1997 






EP 


0888110 Al 


07-01-1999 






WO 


9734584 Al 


25-09-1997 






JP 


2000507934 T 


27-06-2000 






US 


6180141 Bl 


30-01-2001 



Form PCTVJSA/210 (patent family annex) (Jut/ 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Dei e Intematloiiale No 

PCT/FR 01/03083 


A. CLASSEMENT OE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 B01J13/00 A61K9/51 








Seton la dasafication Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classifies 


ttion nationals et la CIB 




B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation minimale consu&ee (systems de classification suivi des symbotes de dassement) 

CIB 7 A61K B01J 


Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou 


ces documents relevent des domaines sur lesquete a porte la recherche 


Base de donnees etectronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Intemal, WPI Data, PAJ, BIOSIS 


C. DOCUMENTS CONSIDEHES COMME PERTINENTS 


Categorle' 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, rindfcaiion d 


es passages pertinents 


no. des revendications visees 


E 


FR 2 801 226 A (FLAMEL TECH SA) 
25 mai 2001 (2001-05-25) 
page 7, ligne 15 -page 9, ligne 24 
page 10, ligne 30 -page 11, ligne 27 
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•A' document defin^nt r^at g^eral de fa technique, non u^nlofue^r^ comprerSe^ principe j 
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' E ' ^132 SKSt™* PUb,i§ &bdatede <ttpfll lnternaliona, -X- document partlculierement pertinent; Hnven tk>n revendiquee ne peut 
ou apres ceue adie fetre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
•L" document pouvant jeter un doute sur une revendlcaUon de inventive par rapport au document cons ids re isolement 

l^r^^^f!SI!S^^^ ' y ' <tocument partlculierement pertinent; Nnven tion revendiquee 

autre citation ou pour une raison spectale (telle qu indlquee) ne peul etre cons^e comme impliquant une acttvite Inventive 
'O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 

une exposition ou tous autres moyens documents de meme nature, cette combinaison elant awdente 
'P B document pubiie avant la date de depot international, mais P° ur une P^nne 

posterieurement a la dale de priorite revendiquee '&* document qui fait partie de la meme famiile de brevets 
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